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(57) Abstract 

The invention concerns 
compounds of general 
fcmnulae (la) and (lb), in 
which R ' and R^ which 
may be identical or different, 
designate hydrogen, Ci-C6 
lower alkyl, straight-chain or 
branched, or an aryl group, 
optionally substimted by 
electron-attracting groups, R^ 
means a cleavable group. W 
designates hydrogen, halogen 
or a pseudohalogen, at least 
one of the groups R^ and R^ 
designates a group stabilizing 
the dioxethanc structure, at 
most one of the groups R^ and 
R5 designating hydrogen, and X 

or Y designating oxygen, N-R or C(R)2. R having the meanings given for R> or K\ or a mcsomeric double bond or a carbonyl group, and 
n being 0 or 1 and m being 1 or 1, The invention further concerns a process for preparing these compounds. The compounds arc novel 
and can be used as substrates in immunological assays and DNA diagnoses using colour-forming activating agents. 




(57) Zusammenfassung 

Es wcrdcn Vcrbindungcn dcr allgcmcinen Fonnel Oa) and (lb), in dcr R' und glcich odcr vcrschicdcn, Wasscrstoff. Nicdcralkyl 
Ci bis C6. gcradkettig oder vcrzwcigt, odcr cine Aiylgruppe, gegebcncnfalls subsiituicrt durch clekironenziehcndc Gruppcn. darstellcn, R' 
cine abspaltbare Gruppc bcdcutct, W Wasscrstoff, Halogen odcr cin Pscudohalogcn, mindcstcns cine dcr Gnippcn R^ odcr R^ eine die 
Dioxctanstruktur stabilisierendc Gruppc, wobci hOchstcns cine dcr Gnippcn R^ odcr R^ Wasscrstoff darstellt. und X oder Y Saucrstoff, N-R 
Oder C{R)2, wobci R die fOr R* bzw. R^ angegcbcnen Bcdeutungen habcn oder eine mesomerc Dq)pclbindung odcr eine (2arbonylgruppc 
daistelll, und n die Zahl 0 oder I bzw. m die Zahl I oder 2 bcdcutct, sowie cin Verfahren zu dcicn Hcrstellung bcschricben. Dicse 
Vcrbindungcn sind neu und als Substrate in immunologischen Assays und in dcr DNA-Diagnostik unter Vcrwcndung von aktivicrenden 
Agenticn zur Farbbildung vcrwcndbar. 



LEDIGUCH ZUR iNFORMATION 



Codes zur Idcntifizicrung von PCT-Vcrtragsstaaten auf den KopfbSgen dcr Schriftcn, die intemationale 
Anmeldungcn gcmass dem PCT vcr6ffentlichen. 
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HETEROCYCLISCHE DIOXETAN-SUBSTRATE, VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG UND 
VERWENDUNG IN ENZYMATISCHEN ANALYSE-VERFAHREN 



Gegenstand der Erfindimg sind heterocyclische Dioxetan-Subslrate, Verfahren zur Herstel- 
lung und Verwendung in enzymatischen Analyseverfahren. 

Es ist seil langerem bekarmt, dafi durch die Umsetzung von Luciferin mit Luciferase, Sauer- 
stoff und ATP Oxiluciferin entsteht. Bei dieser Reaktion wird Licht (Wellenlangenmaximum 
bei 562 nm) als Chemilumineszenz emittiert. Ais energiereiches Zwischenprodukt entsteht 
dabei vermutlich ein Dioxetan (F. McCapra, Chem. Commun. 155 (1968)). Aufgrund dieses 
Postulats wurden eine Vielzahl von chemilumineszierenden 1 •Z-Dioxetan-Verbindungen ent- 
wickelt. 

Zur Stabiiisiening der an sich instabilen 1,2-Dioxetane \vurde der Adamantyl-Rest beschrie- 
ben (EP-A 0 254 051, EP-A 0 352 713, WO 91/03479, WO 90/07511, WO 92/04341 sowie 
dort zitierte Publikationen). Die Chemilumineszenzausbeute entwickelt sich dann mit Zerfall 
der Dioxetane und ist unter anderem von den Fluoreszenzeigenschaften des gebildeten Emit- 
ters abhangig. Die beim Zerfall der liblicherweise verwendeten Dioxetan-Derivate (3-(2'-Spi" 
roadamantan)-4-methoxy-4-(3"-phosphoryloxy) phenyl- 1,2 -Dioxetan bzw. entsprechende am 
Adamantylrest halogenierte Dioxetane) gebildeten Phenolate weisen zwar eine gute Fluores- 
zenzquantenausbeute auf, die Substrate zeigen jedoch eine insgesamt niedrige Chemilumin- 
eszenz. Insbesondere waren Dioxetane mit verbesserten Chemilumineszenzausbeuten beim 
getriggerten Zerfall der Dioxetane wiinschenswert. 

Aus WO 93/20083 sind stabilisierte Dioxetan-Derivate bekannt, die in Oxyluciferin bzw. 
Phenylthiazolinderivate als Emitter zerfallen. Diese Dioxetane zerfallen zwar mit einer 
hoheren Lichtausbeute als andere bekannte Dioxetane, sind jedoch synthetisch nur schwer 
zuganglich. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es somit, neue L2-Dioxetane zur Verfugung zu 
stellen, welche stabil sind und erst durch Umsetzung mit einem aktivierenden Agens unter 
Bildung hoher Lichtausbeute zerfallen sowie durch relativ einfache chemische Synthese 
zuganglich sind. Diese Aufgabe wird gel5st durch eine Verbindung der allgemeinen Formel la 
Oder lb. 
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O 



W 



(la) 



or3 



(lb) 



in der 



R* und jeweils gleich oder verschieden sind und Wasserstoff, Niederalkyi C| bis ge- 
radkettig oder verzweigt, jeweils oder zusammen eine Cycloalkyl- bzw, Arylgruppe mit ge- 
gebenenfalls einer oder mehreren substituierten elektronenziehenden Gnippen mit der MaB- 
gabe darstellen, dafl nur einer der Reste r' oder R^ Wasserstoff ist, 

m die Zahl 1 oder 2 bedeutet, 

R^ eine abspaltbare Gruppe, die durch ein aktivierendes Agens abgespalten werden kann, 

W Wasserstoff, Halogen oder ein Pseudohalogen wie Rhodanid-oder Cyanidreste ist und be- 
vorzugt in ortho-Stellung zur 0-R^-Gruppe steht, 

mindestens eine der Gruppen R^ oder R^ eine die Dioxetanstruktur stabilisierende Gruppe und 
hochstens eine der Gruppen R"* oder R^ Wasserstoff darstellt, 

und X bzw. Y Sauerstoff, N-R oder C(R)2, wobei R die fur R* bzw. R" angegebenen Bedeu- 
tungen haben bzw. eine Doppelbindung im mesomeren System ist, oder eine Carbonylgruppe 
darstellt, und n die Zahl 0 oder 1 bedeutet. 

Als aktivierende Agentien werden vorzugsweise Sauren, Basen, Salze, Enzyme, anorganische 
oder organische Katalysatoren und Elektronendonoren verwendet. 

Die Gruppe -O-R^ kann an jeder Position des Phenylrings lokalisiert sein. Wenn X Sauerstoff 
ist, ist die Gruppe-O-R"^ im Fall der Verbindungen der allgemeinen Fromel la und n gleich 
Null vorzugsweise in 5-Stellung angeordnet, im Fall von lb und m gleich 1 in 3- und von lb 
und m gleich 2 in 4-Stellung. 

Die Gruppe -0-R^ ist vorzugsweise das Hydroxysalz einer Oxysaure, Phosphat, Aryl- oder 
Alkylcarboxylester, Alkyloxy, Alkylsilyloxy oder Arylsiloxy, Sulfat, Oxypyranosid oder ein 
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Glyceridyl- bzw. Phosphorylrest oder ein Steroidderivat. Besonders bevorzugt sind fur -0-R 
Phosphat sowie die Dimethyl-tertiarbutyl-silyloxygruppe. 

Die Zusammensetzung der Aryl- und Alkylreste ist unkritisch. Die Auswahl geeigneter Reste 
ist jedem Fachmann ohne weiteres moglich. Es mufl lediglich Loslichkeit und Abspaltbar- 
keit von R^ durch die aktivierenden Agenzien moglich sein. 

Bevorzugt sind fur R* und R^ WasserstofF, Methyl-, Ethyl- oder Phenylgruppen bzw. wenn R' 
und R^ zusammen eine mit (C)jn und m gleich 2 eine Phenylengruppe bedeutet, wobei die 
Phenyl- bzw. Phenylengruppen beispielsweise durch einen Halogenrest substituiert sein kon- 
nen. Wird beispielsweise Phosphat als -0-R^ verwendet, so kann die Chemilumineszenzreak- 
tion durch Zusatz von alkalischer Phosphatase induziert werden. Bei Einsatz des Galaktosids 
karm die Chemilumineszenzreaktion durch 6-Galaktosidase induziert werden. Wird ein Si- 
lyloxyrest als -0-R^ verwendet, so kann die Zugabe von Fluorid die Chemilumineszenz indu- 
zieren. 

Als Dioxetanstruktur-stabilisierende Gruppen R"^ und/oder R^ geeignet sind Gruppen, welche 
die Dioxetangruppe vor unkontroilierter Umsetzung schutzen. Diese Stabilisierung erfolgt 
vorzugsweise durch sterische Abschirmung dieser Gruppe. Daher kommen insbesondere kon- 
densierte aliphatische oder aromatische Ringsysteme, die gegebenenfalls durch elektronen- 
ziehende Gruppen substituiert sein konnen, ftir diesen Zweck in Betracht. Ais elektronenzie- 
hende Gruppen konnen beispielsweise Carbonyl oder Halogen eingesetzt werden. Geeignet 
sind beispielsweise Adamantanyl-, Phenyl-, Cyclohexyl-, sekundare und tertiare aliphatische 
Alkylgruppen (wie z.B. die t-Butylgruppe) in substituierter und unsubstituierter Form. Dabei 
konnen R"^ und R^ gleich oder verschieden sein. Im Fall von Phenyl- und/oder Cyclohexyl- 
gruppen kommen sowohl einzelne Reste als auch in Form von kondensierten Ringsystemen 
als Substituenten in Betracht, die gegebenenfalls weitere Struktureinheiten, wie z.B. einen 
Cyclopentylrest wie in Steroiden, aufweisen konnen. Entsprechende Reste werden im Rahmen 
der vorliegenden Erfmdung als Polycycloalkyl- bzw. Polycycloarylreste zusammengefaBt. Im 
Falle des Adamantylrests bzw. beispielsweise eines Steroidylrests ist dieser vorzugsweise so 
gebimden, dafi R"* und R^ Teile der Ringstruktur bedeuten und demnach iiberbriickt sind 
(Formeln la' bzw. la"): 



O 




da' • ) 



da') 



OR 3 
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Als besonders geeignet haben sich erfindungsgemafi die Dioxetane der Benzofiirane heraus- 
gestellt: 

3-(7'4.-ButyldimethylsjlyIoxy-2\2'-dimethyl-benzofuran-3'-yl)-4-spiro-(tri 1 . 1 ,^'^] 

yl)-l,2-dioxetan, das Dinatriumsalz des 3-(7-Phosphoryl-2',2'-dimethyl-ben2ofuran-3*"yl) -4- 
spiro-(tricyclo[3.3. 1 . 1 .^'']yl)-l,2-dioxetans, 3-(7 -t.-ButyIdimethylsilyloxy-2'»2*-dimethyl-ben- 
2x>furan-3*-yl) -4-spiro-(5"-chlor-tricyclo[3.3. 1 . 1 .^'']yl)- 1 ,2-dioxetan, das Dinatriumsalz des 3- 
(7'-Phosphoi7l-2\2'-dimethyl-ben2ofuran-3-yIH-spiro-(5"-chloM^ [3.3.1. l.^*'']yl)- 1,2- 
dioxetans, 3-(5'-t.-Butyldimethylsilyloxy-2\2'-dirnethyl-benzofiiran-3'-yl) -4-spiro-(5"-chlor- 
tricyclo[3,3.1.1.^^]yl)-l,2-dioxetan, das Dinatriumsalz des 3-(5-Phosphoryl-2',2'-dimethyl- 
benzofuran-3'-yl)-4-spiro-(5"-chloMricyclo[3.3.1.1.'^^]yl)-l,2-di 3-(5'-t.-Butyldime- 
thylsilyloxy-6'-chlor-2',2-dimethyl-benzofuran-3*-yl) -4-spiro -(5"-chlor-tricyclo 
[3.3.1.1.^*']yl)-l,2-dioxetan, das Dinatriumsalz des 3-(5'-Phosphoryl-6'-chlor-2'2'-dimethyl- 
benzofuran-3'-ylH-spiro-(5"-chlor-tricyclo[3.3.1.1.^'^]yl)-l,2 (4'E)-5"-t.-Butyl- 
dimethylsilyloxy-6"-Chlor-2",2"-dimethyM 7-oxo-{3^0Hispiro [androsta-K4-dien-3,3'- 
[l,2]dioxetan-4\3"-benzofuran oder (4'H)-6"-Chlor-2",2"-dimethyM 7-oxo-(340)- 
dispiro[androsta-l,4-dien-3,3 -[l,2]dioxetan-4',3"-benzofuran-5"-yl-dinatriumphosphat. 

Die Verbindungen der allgemeinen Fonnel la bzw. lb sind neu. Ein Syntheseverfahren fiir 
diese Verbindungen ist bisher nicht bekannt. 

Gegenstand der Erfmdimg ist demnach auch ein Verfahren zur Herstellimg der Verbindungen 
der allgemeinen Formel la bzw. lb, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man heterocycli- 
sche Carbonylverbindungen der allgemeinen Formeln II, III oder IV 



O 




w 



(II) 



(III) 



0 




0R8 



(IV) 
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in der einen Alkylrest, geradkettig oder verzweigt mit 1 bis 6 C-Atomen, vorzugsweise ein 
Methylrest, oder ein Wasserstoffatom darstellt, W ein Halogen- oder Pseudohalogenrest, wie 
beispieisweise SCN oder CN, oder ein Wasserstoffatom darstellt, X Sauerstoff oder N-Alkyl 
darstellt und die Reste R' und R^ die oben genannten Bedeutungen haben, mit einer Verbin- 
dung der allgemeinen Formel (V) 




in der R"* und R^ die oben genannten Bedeutungen haben, unter Wasser und LuftausschluB in 
Gegenwart von Titantrichlorid und einem Reduktionsmittel umsetzt, das Reakiionsprodukt fur 
R^ gleich Alkyl in Gegenwart von beispieisweise Bortrijodid bzw. Natriumethanthiolat deal- 
kyliert bzw., wenn R^ Wasserstoff bedeutet, direkt nach einer dem Fachmann gelaufigen 
Methode die abspaltbare Gruppe R^ einftihrt und anschlieBend zum Dioxetan dioxigeniert. 

Die heterocyclischen Carbonylverbindungen werden nach in der Lileratur beschriebenen 
Methoden hergestellt, vgl. z.B. Tetrahedron 1978, 34, 2035; Helv. Chim. Acta 1972, 55, 
1567; J. Agric. Food. Chem. 1968, 300; J. Am. Chem. Soc. 1967, 87, 6527. 

Die Umsetzung der Verbindungen II, III und IV mit der Verbindimg V erfolgt in einem mog- 
lichst unpolaren Losungsmittel, vorzugsweise Tetrahydrofuran oder Dimethoxyethan, in Ge- 
genwart von Titantrichlorid und einem Reduktionsmittel, vorzugsweise Zink/Kupfer oder 
Lithiumaluminiumhydrid. Als Verbindung V sind insbesondere solche Aldehyde und Ketone 
geeignet, die das Endprodukt, das Dioxetan stabilisierende Reste R"* und R^ aufweisen. Eine 
solche Stabilisierung kann durch sterische Abschirmung der Dioxetanstruktur erfolgen. Ge- 
eignete Ketone und Aldehyde sind demnach beispieisweise Adamantanon, polycyclische Ke- 
tone, wie Z.B. ein Steroidketon, sekundare und tertiare aliphatische Ketone und Aldehyde, wie 
Z.B. die t-Butylketon. Diese Ketone konnen weitere Substituenten, bevorzugt Chloratome, 
tragen. 

Bei Verbindungen, in denen R ein Alkylrest, vorzugsweise Methyl bedeutet, erfolgt die De- 
alkylierung zweckmaBig durch ein Dealkylierungsmittel, vorzugsweise mit Bortrijodid oder 
Natriumethanthiolat. 

Ebenso konnen die heterocyclischen Ketone II, III und IV in die heterocyclischen Thione der 
allgemeinen Formeln VI, VII bzw. VIII uberfiihrt werden, in der R^ und W, X und R' und R^ 
die oben genannten Substituenten darstellen, anschlieBend mit Diazoverbindimgen der allge- 
meinen Fromel IX, in der R'' und R^ die oben genannten Bedeutungen haben, umgesetzt wer- 
den. Die gebildeten Alkene werden fur R* gleich Methyl, nach dem oben angegebenen Ver- 
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fahren dealkyliert. AnschlieBend erfolgt, wie nachstehend beschrieben, die Einfiihrung der 
abspaltbaren Gruppe und Dioxygenierung. 




(VIII) (IX) 



Die Umwandlung der Carbonylfunktion in eine Thiocarbonylfunktion erfolgt durch Umset- 
zung der heterocyclischen Ketone mit einem Schwefelungsreagenz, bevorzugt Lawesson-Rea- 
genz (2,4-Bis-(4-methoxyphenyI)-l,3-dithia-2,4-diphosphetan-2,4-disulfid) oder Phosphor- 
pentasulfid, im Toluol oder Pyridin. 

Die Umsetzung mit Diazokomponenten, beispielsweise mit Di-tertiar-butyldiazomethan oder 
mit einem Diazosteroid erfolgt bevorzugt in einem unpolaren Ldsungsmittel, wie Diethyl- 
ether. Die Diazokomponente wird durch Oxidation der Hydrazone mit einem Oxidationsmit- 
tel, bevorzugt Mangandioxid oder Silberoxid hergestellt. Als Verbindung IX sind vorzugs- 
weise Diazoverbindungen geeignet, die durch die Reste R"* imd R^ das Dioxetan stabilisieren. 
Eine solche Stabilisierung kann durch sterische Abschirmung der Dioxetanstruktur erfolgen. 
Geeignete Diazoverbindungen sind demnach beispielsweise Diazoadamantan, Chlordiazoada- 
mantan, Diphenyldiazomethan, polycyclische Diazoverbindungen, wie z.B. eine Diazosteroid, 
sekundare und tertiare aliphatische Ketone und Aldehyde, wie z.B. di-tert.-Butylketon. Diese 
Diazoverbindungen konnen weitere Substituenten, bevorzugt Chloratome, tragen. 

Die Einfiihrung der abspaltbaren, chemisch labilen Gruppe erfolgt nach dem Fachmann gelau- 
figen Methoden. Derartige Verfahren sind beispielsweise beschrieben in Houben Weyl XII/2. 

Die Dioxygenierung erfolgt zweckmaBig durch Umsetzung des Alkens, das entweder in Me- 
thylenchlorid oder in Methanol gelost wird, bei einer Temperatur von ungefahr -30 bis -10°C 
mit Singulettsauerstoff, der durch Bestrahlung mit sichtbarem Licht unter Verwendung eines 
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Sensitizers (Rose Bengal, Methylenblau, vgl. Tetrahedron Letters 1988, 3137-3140) in situ 
gebildet wird. 

Die Aufreinigung erfolgt insbesondere durch Filtration bzw. andere dem Fachmann gelaufige 
Methoden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Bestimmung einer Saure, Base 
eines Salzes, Enzyms, anorganischen oder organischen Katalysators und Elektronendonors 
durch Umsetzung dieser Verbindung mit einer Verbindung der allgemeinen Formel la oder lb 
und Messung des emittierten Lichts als MaB fiir den Gehalt an der zu bestimmenden Ver- 
bindung. 

Besonders bevorzugt wird dieses Verfahren verwendet zur Bestimmung von Enzymen, spe- 
zieil von Markerenzymen in inununologischen Systemen oder zur DNA-Diagnostik mit mar- 
kierten DNA-Sonden. Bevorzugt wird alkalische Phosphatase bestimmt, wobei die chemisch 
labile Gruppe Phosphat ist oder fi-Galaktosidase, wobei R^ ein Galaktosid ist. 

Die Erfindung wird durch folgende Beispiele erlautert: 



Bgispiel 1 

2-(4*-Methoxyphenyl)-4H- 1 ,3-benzoxazin-4-on 

Zu einer Suspension von 0.25 mol Salicylamid in 50 ml Xylol werden 2.5 ml Pyridin gege- 
ben. Unier Sieden am RuckfluB (Wasserabscheider) werden innerhalb von 3 h 0.26 mol 4-Me- 
thoxybenzoylchlorid gegeben und weitere 3h unter RuckfluB zum Sieden erhitzt. Es werden 
weitere 2.5 ml Pyridin zugegeben und weitere 8 h erhitzt. Nach dem Abkiihlen auf Raum- 
temp. wird auf 400 ml Isopropanol gegossen und abgesaugt. Der Riickstand wird aus Ethylen- 
glykolmonomethylether umkristallisiert. 

Ausbeute 0.2 mol 



Bcispicl 2 

4-Adamantyliden-2-(4 -methoxyphenyl)-4H- 1 ,3-benzoxazin 

Zu einer Suspension von 40 mmol Titantrichlorid in 100 ml abs. THF werden unter kraftigen 
Riihren vorsichtig 21 mmol Lithiumaluminiumhydrid gegeben. Nach einstiindigem Riihren 
bei Raumtemp. wird unter Eiskiihlung eine Mischung von 1 5 mmol 2-(4'-Methoxyphenyl)- 
4H-1,3 benzoxa2in-4-on und 1 1 mmol Adamantanon gegeben. Es wird 60 min unter RuckfluB 
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zum Sieden erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemp. wird aur 200 ml Wasser gegosscn. Die 
Mischung wird zu'eimal mil je 200 ml Essigester ausgeschuttelt. Die vereinigten organischen 
Phasen werden eimnal mit Wasser gewaschen und abgetrennt. Nach Trocknen uber Natrium- 
sulfat wird filtriert und das Losungsmittel abdestilliert. Der olige Ruckstand wird saulenchro- 
matographisch (Kieselgel: Essigester/Petrolather 1 : 9) getrennt. 

Ausbeute 6 mmoi 



Beispjgl 3 

4-Adamantyliden-2-(4'-hydroxyphenyl)-4H- 1 ,3-benzoxazin 

Unter RUhren wird bei - 25 °C unter Luft und WasserausschlulJ eine Losung von 6 mmol 4- 
Adamantyliden-2"(4'-methoxyphenyl)-4H-l,3-benzoxazin in 20 ml abs. Methylenchlorid zu 
einer Losung von 12 mmol Bortrijodid getropft. Die Mischung wird innerhalb einer Stunde 
auf Raumtemp. erwarmt und weitere 4 h geriihrt. Nach Versetzen mit 50 ml Wasser wird die 
organische Phase abgetrennt und uber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird ab- 
destilliert. Der olige Riickstand wird saulenchromatographisch (Kieselgel: Essigester/Petrol- 
ather 1 : 3) getrennt. 

Ausbeute 3.2 mmol 



Beispiel 4 

4-Adamantyliden-2-{4*-t.-butyldimethylsiIyloxyphenyl)-4H- 1 ,3-benzoxazin 

3 nmiol 4-Adamantyliden-2-(4*-hydroxyphenyl)-4H-l,3-benzoxazin werden in 30 ml abs Me- 
thylenchlorid suspendiert. Es werden nacheinander 6 mmol Imidazol und 6 mmol t. -Butyldi- 
methysilylchlorid zugegeben. Nach 14 h Riihren bei Raumtemp. v^rd filtriert. Das Filtrat wird 
nachemander mit je 20 ml 1 M Natronlauge, 20 ml 2 M Salzsaure und 20 ml Wasser ausge- 
schuttelt. Die abgetrennte organische Phase wird uber Natriumsulfat getrocknet Das L5simgs- 
mittel wird abdestilliert. Der olige Ruckstand wird aus wenig Petrolather umkristallisiert. 

Ausbeute 2.7 nmiol 
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Beispiel 5 

Dinatriumsalz von 4-AdaniantyIiden-2-(4*-phosphoryl-phenyl)-4H- 1 J-benzoxazin 

Eine Losung von 3 nimol 4-A(lamantyliden-2-(4'-hydroxyphenyl)-4H-l,3-benzoxa2in in einer 
Mischung von 3 ml Aceton und 3 ml Pyridin wird unter Riihren bei 0 °C zu einer Losung von 
1.5 ml Phosphoroxychlorid in 7.5 ml Aceton getropft. Es wird 1 h bei 0°C geruhrt und an- 
schlieBend auf 60 ml gesattigte Kochsalzlosung gegossen und abgesaugt. Der Ruckstand wird 
in 1.5 ml Wasser suspendiert. Mit 2 M Natronlauge wird ein pH-Wert von 10 eingestellt. Es 
wird mit 30 ml Ethanol versetzt und abgesaugt. Der Ruckstand wird im Vakuum getrocknet. 

Ausbeute 2.2. mnrunol 



Beispiel 6 

3-[2-(4"-t. Butyldimethylsilyloxyphenyl)-4*H-l,3-benzoxazin-4'-yl]-4-spiroadamantyl- 
dioxetan 

Unter Einleitung von trockenem SauerstofF werden 2 mmol 4-Adamantyliden-2-(4'-t.-bu- 
tyldimethylsilyloxyphenyl)-4H-l,3-benzoxazin gelost in 20 ml abs. Methylenchlorid in Ge- 
genwart von 0.01 mol% immobilisiertem Rose Bengal 2 h bei - 30 °C mit einer 1000 Watt 
Natriumdampflampe bestrahlt. Die Umsetzung verlauft quantitativ. Der Sensitizer laflt sich 
durch Abfiltrieren entfemen. Das Filtrat enthalt das Dioxetan. 

Ausbeute 2 mmol 



Beispiel 7 

Dinatriumsalz des 3-[2 -(4"-phosphory l-phenyl)-4*H- 1 3-benzoxazin-4*-yl]-4-spiroadamanty 1- 
dioxetan 

Unter Einleitung von trockenem SauerstofF werden 2 mmol des Dinatriumsalzes von 4-Ada- 
mantyliden-2-(4'-phosphoryl-pheny)MH-l,3-benzoxazin gelost in 20 ml abs. Methanol in 
Gegenwart von 0.01 mol% immobilisiertem Rose Bengal 2 h bei - 30 X mit einer 1000 Watt 
NaUiumdampflampe bestrahlt. Die Umsetzung verlauft quantitativ. Der Sensitizer laBt sich 
durch Abfiltrieren entfemen. Das Filtrat enthalt das Dioxetan. 

Ausbeute 2 mmol 
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Bgispiel8; 

2-(3*-Methoxyphenyl)-5,5-dimethyl-oxazolin-4-on 

Zu einer Losung von 57 mmol Kaliumcyanid in 50 ml Wasser werden bei 0 ^^C 50 mmol Ace- 
ton gegeben. 57 mmol 3-Methoxybenzoylchlorid werden innerhalb 90 min unter kraftigem 
Ruhren zugetropft. Nach weiteren 90 min Ruhren bei 0 °C wird 10 h bei Raumtemp stehenge- 
lassen. Es wird mit 100 ml Diethylether versetzt und die Mischung zweimal mit je 50 ml ge- 
sattigter Natriumhydrogencarbonatlosung und dann mit 100 ml Wasser ausgeschuttelt. Die or- 
ganische Phase wird abgetrennt und iiber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird 
abdestilliert. Der olige Rtickstand (6.6 g 3-Methoxyben2oesaure-2'-cyanoisopropylester) wird 
im Hochvakuum getrocknet und anschlieBend in eine Mischung von 52 ml Acetanhydrid mit 
10.4 ml 35 % waBriger Tetrafluorborsaure eingetragen. Es wir 1 h unter RuckfluB zum Sieden 
erhitzt und nach Abkiihlen auf Raumtemp. mit 300 ml Ether versetzt. Der entstandene Nieder- 
schlag wird in 70 ml Toluol suspendiert. Zu der Suspension werden 70 mmol Triethylamin 
gegeben und 1 h bei Raumtemp. geriihrt. Es wird abfiltriert. Das Filtrat wird bis zur Trockene 
im Vakuum eingedampft. Der olige Ruckstand wird saulenchromatographisch (Kieselgel: 
Essigester /Petrolather 1 ; l)getrennt 

Ausbeute 1 7 mmol 



Beispiel 9 

4-Adamantyliden-2-(3 -methoxyphenyl)-5,5-dimethyl-oxa2olin 

Zu einer Suspension von 35 nmiol Titantrichlorid in 60 ml abs. THF werden unter kraftigen 
Ruhren vorsichtig 122 nmiol Zink-Kupfer-Couple gegeben. Nach einstundigem Erhitzens 
unter RuckfluB wird nach Abkiihlen auf Raumtemp. eine Mischung von 1 1 .4 mmol 2-(3 -Me- 
thoxyphenyl)-5,5-dimethyl-oxazolin-4-on und 8.1 nunol Adamantanon gegeben. Es wird 4 h 
unter RUckflufi zum Sieden erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemp. wird auf 200 ml Wasser 
gegossen. Die Mischung wird zweimal mit je 200 ml Essigester ausgeschiittelt. Die vereinig- 
ten organischen Phasen werden einmal mit Wasser gewaschen und abgetrennt. Nach Trocknen 
iiber Natriumsulfat wird filtriert und das Losungsmittel abdestilliert. Der olige Riickstand wird 
saulenchromatographisch (Kieselgel: Essigester/ Petrolather 1 : 9) getrennt. 

Ausbeute 7 mmol 
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Beispisl 10 

4-Adamantyliden-2-(3*-hydroxyphenyl)-5,5-dimethy]-oxazolin 

Unter Riihren wird bei - 25 °C unter Luft und WasserausschluB eine Losung von 7 mmol 4- 
Adamantyl!den-2-(3*-methoxyphenyl)-5,5-dimethyl-oxazolin in 20 ml abs. Methylenchlorid 
zu einer Losung von 14 nunol Bortrijodid getropft. Die Mischung wird innerhalb einer Stunde 
auf Raumtemp. erwarait und weitere 4 h geriihrt. Nach Versetzten mit 50 ml Wasser wird die 
organische Phase abgetrennt und iiber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird ab- 
destilliert. Der olige Riickstand vsdrd saulenchromatographisch (Kieseigel: Essigester/Petrol- 
ather 1 : 3) getrennt. 

Ausbeute 3.9 mmol 



Beispiel 1 1 

4-Adamantyliden-2-(3*-t.butyIdimethylsilyloxyphenyl)-5,5-dimethyl-oxazolin 

3 mmol 4-Adamantyliden-2-(3*-hydroxyphenyl)-5,5-dimethyl-oxazolin warden in 30 ml abs 
Methylenchlorid suspendiert. Es werden nacheinander 6 mmol Imidazol und 6 mmol t. -Bu- 
tyldimethysilylchlorid zugegeben. Nach 14 h Riihren bei Raumtemp. wird filtriert. Das Filtrat 
wird nacheinander mit je 20 ml IM-Natronlauge, 20 ml 2 M-Salzsaure und 20 ml Wasser aus- 
geschuttelt. Die abgetrennte organische Phase ward uber Natriumsulfat getrocknet. Das Lo- 
sungsmittel wird abdestilliert. Der olige Ruckstand wird saulenchromatographisch (Kiesel- 
geliPetrolather) getrennt. 

Ausbeute 2. 5 mmol 



Beispiel 12 

Dinatriumsalz von 4-Adamantyliden-2-(3'phosphorylphenyI)-5,5-dimethyl-oxazolin 

Eine Losung von 3 nunol 4-Adamantyliden-2-(3*-hydroxyphenyl)-5,5-dimethyl-oxazolin in 
einer Mischung von 3 ml Aceton und 3 ml Pyridin wird unter Riihren bei 0°C zu einer Losung 
von 1 .5 ml Phosphoroxychlorid in 7.5 ml Aceton getropft. Es wird 1 h bei 0°C geriihrt und 
anschliefiend auf 60 ml gesattigte Kochsalzlosung gegossen und abgesaugt. Der Riickstand 
wdrd in 1 .5 ml Wasser suspendiert. Mit 2M-Natronlauge wird ein pH-Wert von 10 eingestellt. 
Es wird mit 30 ml Ethanol versetzt und abgesaugt. Der Ruckstand wird im Vakuum 
getrocknet. 
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Ausbeute 2.0 mmol 
Beispiel 13 

3-[2'-(3"-t, Butyldimethylsilyloxyphenyl)-5',5*-dimethyl-oxazolin- 4'-yl]-4-spiroadamantyl- 
dioxetan 

Unter Einleitung von trockenem Sauerstoff werden 2 mmol 4-AdamantyIiden-2-(3'-t.-butyldi- 
methylsilyloxyphenyl)-5,5-dimethyl-oxazoIin gelost in 20 ml abs. Methylenchlorid in Gegen- 
wart von 0.01 mol% immobilisiertem Rose Bengal 2 h bei - 30 °C mit einer 1000 Watt Na- 
triumdampflampe bestrahlt. Die Umsetzung verlauft quantitativ. Der Sensitizer laflt sich durch 
Abfiltrieren entfemen. Das Filtrat enthalt das Dioxetan. 

Ausbeute 2 mmol 



Beispiel 14 

Dinatriumsalz des 3-[2'-(3"-Phosphorylphenyl)-5*,5*-dimethyl-oxazoIin-4*-yl}-4- 
spiroadamantyl-dioxetan 

Unter Einleitung von trockenem Sauerstoff werden 2 mmol Dinatriumsalz von 4-Adaman- 
tyliden-2-(3*phosphorylphenyl)-5,5-dimethyl-oxazolin gelost in 20 ml abs. Methanol in Ge- 
genwart von 0.01 mol% inmiobilisiertem Rose Bengal 2 h bei - 30 °C mit einer 1000 Watt 
Natriumdampflampe bestrahlt. Die Umsetzung verlauft quantitativ. Der Sensitizer laBt sich 
durch Abfiltrieren entfemen. Das Filtrat enthalt das Dioxetan. 

Ausbeute 2 mmol 



Beispiel \5 

7-Hydroxy-2,2-dimethyl-benzofuran-3-on 

7-Hydroxy-2,3-dihydro-2,2-dimethylbenzofuran werden in 100 ml Pyridin gelost. Bei 0 °C 
wird innerhalb von 4 h 0.5 mol Benzoylchlorid zugetropft. AnschlieBend wird 10 h bei Raum- 
temperatur geriihrt. Es wird auf 200 ml Eiswasser gegossen und abgesaugt. Der Ruckstand 
wird mit 500 ml 2 M Salzsaure und dann mit 1 000 ml Wasser gewaschen tmd an der Luft ge- 
trocknet. Zu einer Losung dieses Rohprodukts (0.45 mol) wird in 600 ml Eisessig wird eine 
Losimg von 0.906 mol Chromtrioxid in 370 ml Eisessig so zugetropft, dafi die Temperatur der 
Mischung 20 °C nicht iiberschreitet. Nach beendetem Zutropfen wird noch 1 h bei 40 °C ge- 
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rtihrt und anschlieBend auf 21 Wasser gegossen. Es wird abgesaugi. Der Ruckstand wird mit 1 
L Wasser gewaschen und aus Ethanol/ Wasser 3 : 1 umkristallisiert. Die Benzoylverbindung 
wird in 400 ml 10 % elhanolische Kaliumhydroxidlosung eingetragen und die Mischung 1 h 
auf 70 envarmt. Es wird mit 3 1 Wasser versetzt und abgesaugi. Der Ruckstand wird aus 2 1 
Wasser umkristallisiert. 

Ausbeute 0.16 mol 



Bdspicl 16 

3-(5'-Chlor-tricyclo [3.3. 1 . 1 ^ J]yl)-7-hydroxy-2,2-dimethyl-benzofuran 

Zu einer Suspension von 158 mmol Titantrichlorid in 120 ml abs, THF werden unter kraftigen 
Riihren vorsichtig 550 mmol Zink-Kupfer-Couple gegeben. Nach einstOndigem Erhitzens un- 
ter RuckfluO wird bei Raumtemp. eine Mischung von 52 mmol 7-Hydroxy-2,2-dimethyl-ben- 
zofuran-3 on und 37 mmol 5-Chloradamantan-2-on gegeben. Es wird 30 min unter RuckfluB 
zum Sieden eriiitzt. Nach Abkuhlen auf Raimitemp. wird auf 200 ml Wasser gegossen. Die 
Mischung wird zweimal mit je 200 ml Essigester ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen 
Phasen werden einmal mit Wasser gewaschen und abgetrennt. Nach Trocknen iiber Natrium- 
sulfat wird filtriert und das Losungsmittel abdestilliert. Der olige Ruckstand wird saulenchro- 
matographisch (Kieselgel: Essigester/Petrolather 1 : 9) getrennt. 

Ausbeute 30 nrniol 



Bcif>piel 17 

3-(5'-Chlor-tricyclo [3.3.1.1 3J]yl)"7-t.-butyldimethylsilyloxy-2,2-dimethyi-benzofuran 

30 mmol 3-(5'-Chlor-tricyclo [3.3.1.1.3^^]yl)-7-hydroxy-2,2-dimethyl-benzofuran werden in 
30 ml abs Methylenchlorid suspendiert. Es werden nacheinander 60 mmol Imidazol und 60 
nunol t. -Butyldimethysilylchlorid zugegeben. Nach 14 h Riihren bei Raumtemp. wird fil- 
triert. Das Filtrat wird nacheinander mit je 100 ml IM-Natronlauge, 100 ml IM-Salzsaure und 
20 ml Wasser ausgeschiittelt. Die abgetrennte organische Phase wird uber Natriumsulfat ge- 
trocknet Das Losungsmittel vnrd abdestilliert. Der olige Riickstand wird saulenchromatogra- 
phisch (KieselgeliPetrolather) getrennt. 

Ausbeute 27 mmol 
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Beispiel 18 

Dinatriumsalz von 3-(5'-Chlor-tricyclo [33AA.^y'^]yiy7'phosphoTy\-22-d\mt\hyl'hcxtLofuran 

Eine Losung von 30 mmol 3-(5*-Chlor-tricyclo [33.1.1 3 J]yl)-7-hy droxy-2,2-dimethyl-ben- 
zofiiran in einer Mischung von 30 ml Aceton und 30 ml Pyridin wird unter Ruhren bei 0°C zu 
einer Losung von 15 ml Phosphoroxychlorid in 75 ml Aceton getropft. Es wird 1 h bei 0°C 
geriihrt und anschlieflend auf 600 ml gesattigte Kochsalzlosung gegossen und abgesaugt. Der 
Ruckstand wird in 15 ml Wasser suspendiert. Mit 2M-Natronlauge wird ein pH-Wert von 10 
eingestellt. Es ward mit 300 ml Ethanol versetzt und abgesaugt. Der Ruckstand wird im Va- 
kuum getrocknet. 

Ausbeute 23 mmmol 



Beispiel 19 

3-(7-t.-Butyldimethylsilyloxy-2',2*-dimethyl-benzofuran-3*-yl) 
-4-spiro-(5"-Chlor-tricyclo [3.3. 1 . 1 .3,7]yi).i ^2-dioxetan 

Unter Einleitung von trockenem SauerstofF werden 10 nrniol 3-(5'-Chlor-tricyclo 
[3.3.I.1.3»7]yl)-7-t.-butyldimethylsilyloxy-2,2-dimethyl-benzofuran gelost in 200 ml abs. 
Methylenchlorid in Gegenwart von 0.01 mol% immobilisiertem Rose Bengal 2 h bei - 30 °C 
mit einer 1000 Watt Natriumdampflampe bestrahlt. Die Umsetzung verlauft quantitativ. Der 
Sensitizer laBt sich durch Abfiltrieren entfemen. Das Filtrat enthalt das Dioxetan. 

Ausbeute 20 nunol 



Beispiel 20 

Dinatriumsalz des 3-(T-Phosphoryl-2',2'-dimethyl-benzofuran-3'-yl) 
-4-spiro-(5"-Chlor-tricyclo [3.3. 1 . 1 .3»7]yi),i ^2.dioxetan 

Unter Einleitung von trockenem Sauerstoff werden 2 mmol Dinatriumsalz von 3-(5*-Chlor- 
tricyclo [3.3.1.1 .3 '7]yl)-7-phosphoryl-2,2-dimethyl-benzofuran gelost in 20 ml abs. Methanol 
in Gegenwart von 0.01 mol% immobilisiertem Rose Bengal 2 h bei - 30 X mit einer 1000 
Watt Natriumdampflampe bestrahlt. Die Umsetzung verlSuft quantitativ. Der Sensitizer laCt 
sich durch Abfiltrieren entfemen. Das Filtrat enthalt das Dioxetan. 

Ausbeute 2 nmiol 
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Beispiel 21 

5-Hydroxy-2,2-dimethyl-benzofuran-3-on 

80 mmol t-Butylhydrochinon werden zusammen mit 80 mmol Kaliumbromat in 100 ml Was- 
ser aufgeschlammt. Dazu werden unter Riihren 20 Tropfen IM-Schwefelsaure gegeben. Die 
Reaktionsmischung wird iangsam unter Riihren auf 80 °C erhitzt. Es entsteht eine klare 
orange Losung des Chinons. Beim Abkiihlen auf Raumtemperatur fallen orange Nadeln (t- 
Butj'lbenzochinon) aus. Diese werden noch feucht in 400 ml Ethanol gelost. Die Losung wird 
bei 5 °C 15 h mit einer 250 W- Natriumdampflampe bestrahlt (DC-Kontrolle). Das Losungs- 
mittel wird abdestilliert, der Riickstand mit Toluol/Hexan 1 : 1 gewaschen. Der zuriickblei- 
bende farblose kristalline Riickstand (2-(2'-Ethyl-2*-ethoxy-propyl-)-hydrochinon) wird in 
eine Mischung von 4 ml Ethanol mit 80 ml Eisessig eingetragen. Unter Riihren werden 4 ml 
40 % waBrige Tetrafluorborsaure zugegeben. Die Mischimg wird auf 80 °C erhitzt, wobei eine 
klare Losung entsteht. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wird auf 200 ml Wasser gegossen 
und mit Toluol extrahiert. Die organische Phase wird einmal mit Wasser gewaschen und iiber 
Kaliumcarbonat getrocknet. Nach Abdestillieren des Losungsmittels bleibt ein Ol zuriick. (5- 
Hydroxy-2,2-dimethyl-2,3-dihydro-benzofuran). Die Benzoylierung, Oxidation und 
Verseifung erfolgt wie oben unter Beispiel 1 5 beschrieben. 

Ausbeute 25 mmol 



Bgispicl 22 

6-Chlor-5-hydroxy-2,2-dimethyl-benzofuran-3-on 

25 mmol 7-Hydroxy-2,2-dimethyUben2ofuran-3-on wird mit 30 g Kieselgel in 200 ml Chloro- 
form geriihrt. Es wird eine Losung von 25 mmol N-Chlor-diisopropylamin in 100 ml Chloro- 
form (hergestellt aus Diisopropylamin und waBriger Natriimihypochloridlosung, extrahiert in 
Chloroform, Konzentration iodometrisch bestinmit) zugetropft. Nach 1 0 h Riihren wird fil- 
triert und das Filtrat mit Wasser ausgeschiittelt. Die Losung wird iiber Natriumsulfat ge- 
trocknet. Das Losungsmittel wird bei 300 mbar abdestilliert. Der Riickstand wird saulenchro- 
matographisch (Kieselgel: Essigester) getrennt 

Ausbeute 20 mmol 
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Bgispiel 23 

6-Chlor-5-hydroxy-2,2-dimethyl-benzofuran-3-thion 

Eine Losung von 20 mmol 6-Chlor-5-hydroxy-2,2-dimethyl-benzofuran-3-on in 30 ml Toluol 
wird mit 10 mmol Lawesson's-Reagenz versetzt und 3 Stunden unter Ruckflufl zum Sieden er- 
hitzt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wird iiber 50 g Kieselgel filtriert. Die rote Fraktion 
des Filtrats wird aufgefangen. Nach Abdestillieren des Toluols bleibt ein rotes 01 zuriick. 

Ausbeute 1 7 mmol 



Bel spiel 24 

3-((E/Z)-)-6-Chlor-5-hydroxy-2,2-dimethyl-benzofuran-3-yliden)-androsta-l,4-dien-17-on 

Unter Riihren bei Raumtemperatur wird 1 mmol Androsta-l-4-dien-3,17-dion-3-hydrazon zu 
einer Suspension von 1 .5 g Mangandioxid und 1 .5 g Aluminiumoxid in 20 ml Ether, der mit 
10 Tropfen Wasser versetzt wurde, eingetragen. Nach einstiindigem Riihren wird die etheri- 
sche Losung des Diazosteroids abfiltriert. Zum Filtrat wird portionsweise 1 mmol 6-Chlor-5- 
hydroxy"2,2Kiimethyl-benzofuran-3-thion gegeben. Nach zweistiindigem Riihren wird der 
Ether abdeslilliert und der Riickstand uber Kieselgel (Essigester/Pelrolather 1 : 9) chroma- 
tographiert. Die schwach gelb gefarbten Fraktionen werden gesammelt. Nach Abdestillieren 
des Losungsmittels bleibt ein leicht gelber, kristalliner Ruckstand zuriick. 

Ausbeute 0.7 nmiol 



Beispiel 25 

3-((E/Z)-)-6-Chlor-5-t-butyIdimethylsilyloxy-2,2-dimethyl-benzofuran-3-yliden)-androsta- 
l,4-dien-I7-on 

30 mmol 3-(Androsta-r,4-dien-17*-on-3 -yliden)-6-Chlor-5-hydroxy-2,2-dimethyI-benzo- 
furan werden in 30 ml abs Methylenchlorid suspendiert. Es werden nacheinander 60 mmol 
Imidazol und 60 mmol t. -Butyldimethysilylchlorid zugegeben. Nach 14 h Riihren bei Raimi- 
temp. wird filtriert. Das Filtrat wird nacheinander mit je 100 ml 1 M-Natronlauge, 100 ml IM- 
Salzsaure imd 20 ml Wasser ausgeschiittelt. Die abgetrennte organische Phase wird iiber Na- 
triumsulfat getrocknet Das Losungsmittel wird abdestilliert. Der olige Riickstand wird sau- 
lenchromatographisch (Kieselgel:Petrolather) getrennt. 

Ausbeute 24 mmol 
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Bdspigl 26 

3-((E/Z)-)-6'-Chlor-2\2*-dimethyl-benzofuran-3'-yliden)-androsta- 1 ,4-dien- 1 7-on-5'-yl- 
dinatriumphosphat 

Eine Losung von 30 mmol 3-(Androsta-r,4'-dien-17'-on-3'-yliden)-6-Chlor-5-hydroxy-2.2-di- 
methyl -benzofuran in einer Mischung von 30 ml Aceton und 30 ml Pyridin wird unter Ruhren 
bei 0°C zu einer Losung von 1 5 ml Phosphoroxychlorid in 75 ml Aceton getropft. Es wird 1 h 
bei 0°C geriihrt und anschlieBend auf 600 ml gesattigte Kochsalz gegossen und abgesaugt. 
Der Rixckstand wird in 1 5 ml Wasser suspendiert. Mit 2M-Natronlauge wird ein pH- Wert von 
1 0 eingestellt. Es wird mit 300 ml Ethanol versetzt und abgesaugt. Der Ruckstand wird im 
Vakuum getrocknet. 

Ausbeute 23 nunol 



Beispiel 27 

(4*H)-5"-t.-Butyldimethylsilyloxy-6"-Chlor-2",2"-dimethyl-17-oxo-(3^0)-dispiro [androsta- 
1 ,4-dien-3,3*-[l ,2]dioxetan-4',3 "-benzofuran 

Unter Einleitung von trockenem Sauerstoff werden 10 nmiol 3-(Androsta-r,4'-dien-17'-on-3 - 
yliden)-6-Chlor-5-t-butyldimethyIsilyloxy-2,2-dimethyl-benzofuran gelost in 20 ml abs. Me- 
thylenchlorid in Gegenwart von 0.01 mol% immobilisiertem Rose Bengal 2 h bei - 30 "^C mit 
einer 1000 Watt Natriumdampflampe bestrahlt. Die Umsetzung verlauft quantitativ. Der Sen- 
sitizer lafit sich durch Abfiltrieren entfemen. Das Filtrat enthalt das Dioxetan. 

Ausbeute 20 mmol 



Beispiel 28 

(4'E)-6"-Chlor-2",2"-dimethyl-17-oxo-(3^0)-dispiro[androsta-l,4-dien-3,3'-[l,2]dioxetan- 
4',3"-benzofuran-5"-yl-dinatriumphosphat 

Unter Einleitung von trockenem Sauerstoff werden 2 mmol Dinatriumsalz von 3-(Androsta- 
r,4*-dien-17*-on-3'-yliden)-6-Chlor-5-phosphoryl-2,2-dimethyl-benzofuran gelost in 20 ml 
abs. Methanol in Gegenwart von 0.01 mol% immobilisiertem Rose Bengal 8 h bei - 30 °C mit 
einer 1000 Watt Natriumdampflampe bestrahlt. Die Umsetzung verlauft quantitativ. Der Sen- 
sitizer laBt sich durch Abfiltrieren entfemen. Das Filtrat enthalt das Dioxetan. 

Ausbeute 2 mmol 
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Analog bis zu den Beispielen 1 bis 28 konnten die entsprechenden Dioxetane auf Basis der 
folgenden Benzofuranderivate hergestellt werden: 

5-Hydroxy"2,2-dimethyl-2,3-dihydro-benzofijran, 

5- Hydroxy-2,2-dimeihyl-2,3-dihydro-benzofuran-3-on, 

5 -Hy droxy-2 ,2-dimediy 1-2 ,3 -dihy dro-benzofuran-3 -thion, 

6- Chlor-5-hydroxy-2,2-diniethyl-ben2ofuran-3-on sowie 
6-Chlor-5-hydroxy-2,2-dinielhyl-benzofuran-3-thion. 
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Patentanspriiche 



1 . Verbindungen der allgemeinen Formel la oder lb. 




(la) or3 (lb) 



in der 

R' und gleich oder verschieden sind und Wasserstoff, Niederalkyl Ci bis C^, gerad- 
kettig oder verzweigt, jeweils oder zusammen eine Cycloalkyl- bzw. eine Arylgruppe, ge 
gebenenfalls substituiert durch eine oder mehrere elektronenziehende Gruppen mit der 
Maflgabe darstellen, daB hochstens R* oder R^ Wasserstoff ist, 

m die Zahl 1 oder 2 bedeutet, 

R^ eine abspaltbare Gruppe bedeutet, 

W Wasserstoff, Halogen oder ein Pseudohalogen, 

mindestens eine der Gruppen R^ oder R^ eine die Dioxetanstruktur stabilisierende 
Gruppe, wobei hochstens eine der Gruppen R^ oder R^ Wasserstoff darstellt, 

und X oder Y Sauerstoff, N-R oder C(R)2, wobei R die fiir R' bzw. R^ angegebenen Be- 
deutungen haben oder eine Doppelbindung im mesomeren System darstellt, oder eine 
Carbonylgruppe darstellt, und n die Zahl 0 oder 1 bedeutet. 

2. Verbindungen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Dioxetanstruktur sta- 
bilisierende Gruppe R"* oder ein kondensiertes aliphatisches oder aromatisches Ring- 
system bedeutet, welches gegebenenfalls durch einen oder mehrere elektronenziehende 
Reste substituiert ist. 
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3. Verbindungen nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Dioxetan- 
struktur stabilisierende Gruppe ein Adamantyl-, Phenyl-, Cylohexyl-, sekundarer oder 
tertiarer Alkyl-, Polycycloalkyl- bzw. Polycycloarylrest, ein Steroidderivat oder ein Ge- 
misch von letzteren ist. 

4. Verbindungen nach Anspruch 1 , 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB der Rest 
-0"R^ das entsprechende Hydroxysalz, eine Oxysaure, Phosphat, Aryl- oder Alkylcar- 
boxylester, Alkyloxy, Trialkyloxy oder Alkylsilyloxy, Arylsilyloxy, Sulfat, Oxy- 
pyranosid oder ein Glyceridyl- bzw. Phosphorylrest darstellt. 

5. Verbindungen nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Reste 
R' oder R^ WasserstofF, eine Methyl-, Ethyl- oder eine gegebenenfalls substituierte Phe- 
nylgruppe oder R* und R^ zusammen mit (C)^, und m gleich 2 eine gegebenenfalls substi- 
tuierte Phenylengruppe bedeutet. 

6. Verbindungen nach Anspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB es sich urn 3-(7-t.- 
Butyldimethylsilyloxy-2',2*-dimethyl-benzofuran-3'-yl)-4-spiro-(tricyclo [3.3.1 . 1 .^'^] yl)- 
1,2-dioxetan, das Dinatriumsalz des 3-(7-Phosphoryl-2\2'-dimethyl-benzofuran-3*-ylH- 
spiro-(tricyclo[3.3 . 1 . 1 .^'^Jyl)- 1 ,2-dioxetans, 3-{7-t.-Butyldimethyisilyioxy-2\2*-dimethyl- 
benzofiiran-3'-yI) -4-spiro-(5"-chlor-tricyclo[3.3.l.l.^'^]yl)-l,2-dioxetan, das Dinatrium- 
salz des 3-(7-Phosphoryl-2*,2'-dimethyl-benzofuran-3'-yi)-4-spiro-(5"-chlor-tricyclo 
[3.3.1.L^''^]yl)-l,2-dioxetans, 3-(5'-t.-Butyldimethylsilyloxy-2',2*-dimethyI-benzofuran-3*- 
yl) -4-spiro-(5"-chlor-tricyclo[3.3.1.1.-''Vl)-l,2-dioxetan, das Dinatriumsalz des 3-(5'- 
PhosphoryI-2\2'-dimethyl-benzofuran-3'-yl)-4-spiro-(5"-chlor-tricyclo[3.3. 1 J .^'^]yl)-U 
dioxetans, 3-(5*-t.-Butyldimethylsilyloxy-6'-chlor-2',2*-dimethyl-benzofuran-3'-yl) -4- 
spiro-(5"-chlor-tricyclo[3.3.1.1.^'^]yl)-l,2-dioxetan, das Dinatriumsalz des 3-(5'-Phos- 
phoryl-6*-chlor-2\2^dimethyl-benzofuran-3-yl)-4-spiro-(5"-chlor-tricyclo[3.3.1J.^^ 

1 ,2-dioxetans, (4'H)-5"-t.-ButyldimethyIsilyloxy-6"-Chior-2",2"-dimethyl-l 7-oxo-(340)- 
dispiro[androsta-l ,4-dien-3,3'-[ 1 ,2]dioxetan-4',3"-benzofuran oder (4'E)-6"-Chlor-2",2"- 
dimethy 1- 1 7-oxo-(3^0)-dispiro[androsta- 1 ,4-dien-3,3'-[ L2]dioxetan-4\3 "-benzofuran-5 
yl-dinatriumphosphat handelt. 
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7. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der allgemeinen Formel la oder lb 




(la) 0P3 (lb) 



dadurch gekennzeichnet, daB eine der Verbindungen gemaB der allgemeinen Formel II, 
III Oder IV 



O 




0R8 



(IV) 

mit einer Verbindung der allgemeinen Formel V 




(V) 
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worin die Reste R bis R , W, X, Y sowie m und n die jeweils bereits angegebenen 
Bedeutungen haben, in Gegenwart von Titantrichlorid und einem Reduktionsmittel 
umgesetzt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB als Reduktionsmittel Zink/ 
Kupfer Oder Lithiumaluminiumhydrid verwendet wird. 



9. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der allgemeinen Formel la oder lb 




(la) 0R3 (lb) 



dadurch gekennzeichnet, daB eine der Verbindungen der allgemeinen Formeln II, III oder 
IV 



O 




(IV) 
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zunachst in die entsprechende Thioncarbonylverbindung uberfuhrt wird und anschliefiend 
mit einer Diazoverbindung der allgemeinen Formel IX 

^ =N=:N 
(IX) 

1 8 

worin die Reste R bis R , W, X, Y sowie m und n die jeweils bereits angegebenen 
Bedeutimgen haben, umgesetzt, dealkyliert, die abspaltbare Gruppe R*^ eingefiihrt und 
dioxygeniert wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Umwandlung der Carbo- 
nyl- in die Thiocarbonylfunktion in Gegenwart eines Schwefelreagenzes oder von Phos- 
phopentasulfid erfolgt. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 9 oder 1 0, dadurch gekennzeichnet, dali man als Diazoverbin- 
dung, Diazoadamantan, Chlordiazoadamantan, Diphenyldiazomethan, polycyclische Dia- 
zoverbindungen, sekundare oder tertiare Ketone bzw. Aldehyde, die gegebenenfalls sub- 
stituiert sein konnen, verwendet. 

12. Verfahren zur Bestimmung einer Saure, Base, eines Salzes, Enzyms, anorganischen oder 
organischen Katalysators oder Elektronendonors durch Umsetzung dieses Analyten mit 
einer Verbindung der allgemeinen Formel la oder lb. 




(la) (lb) 



in denen 

R' und R^ gleich oder verschieden sind und WasserstofF, Niederalkyl C, bis C^, gerad- 
kettig oder verzweigt, jeweils oder zusammen eine Cycloaikyl- bzw. eine Arylgruppe, ge 
gebenenfalls substituiert durch eine oder mehrere elektronenziehende Gruppen mit der 
Mafigabe darstellen, daB hochstens R* oder R^ Wasserstoff ist. 
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m die Zahl 1 oder 2 bedeutet, 

R"* eine abspaltbare Gruppe bedeutet, 

W Wasserstoff, Halogen oder ein Pseudohalogen, 

mindestens eine der Gruppen R'* oder R^ eine die Dioxetanstruktur stabilisierende 
Gruppe, wobei hochstens eine der Gruppen R"* oder R^ WasserstofF darstellt, 

und X Oder Y Sauerstoff, N-R oder C(R)2, wobei R die fur R* bzw. R^ angegebenen Be- 
deutungen haben oder eine Doppelbindung im mesomeren System darstellt, oder eine 
Carbonylgruppe darstellt, und n die Zahl 0 oder 1 bedeutet, Abspaltung der Gruppe R^ 
und Messung des emittierten Lichts als MalJ fiir den Gehalt an der zu bestinunenden Ver- 
bindung. 

13. Verwendung der Verbindungen nach den Anspruchen 1 bis 6 in immunologischen Assays 
oder zur DNA-Diagnostik. 
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(57) Abstract 

The invention concerns 
compounds of general 
formulae (la) and (lb), in 
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lower alkyl, straight-chain or 
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(57) Zusammenfossung 

Es wcrden Verbindungcn dcr allgcmeincn Formcl (la) and (lb), in der R» und glcich oder vcrechieden, Wasserstoff. NiederalkyI 
Ci bis C6» geradkctiig cxicr vereweigc, odcr cine Arylgnjppc. gegebenenfalis substituiert durch elektroncnziehende Gruppcn. darstellcn, 
cine abspallbarc Gnippe bedeutet, W Wasserstoff, Halogen oder ein Pseudohalogen, mindestens cine dcr Gruppcn R^ oder cine die 
Dioxetanstruktur stabilisicrcnde Gruppc. wobci hiichstcns cine der Gruppcn R^ oder R* Wasserstoff darstellt, und X oder Y Sauerstoff, N-R 
Oder C(R)2, wobci R die fiir R* bzw. angegebenen Bcdeutungen haben oder einc mesomcre Doppelbindung oder cine Carbonylgruppe 
daisteUt. und n die Zahl 0 oder I bzw. m die Zahl 1 oder 2 bedeutet. sowie ein Verfahrcn zu dercn Herstellung bcschrieben. Diesc 
Verbindungcn sind neu und als Substrate in immunologischen Assays und in dcr DNA-Diagnostik unter Vcrwcndung von aktivierenden 
Agcntien zur Farbbildung verwendbar. 
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A. KLASSinZtERUNO DES ANMELDUNGSCEGENSTANDES 
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C ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kale gone' 



Bezel chnxmg der VcroffcnUichung, sowal crfordcrhch unicr Angabt der in Betracht kommcnden Tdle 



WO 94 10258 A (ABBOTT LABORATORIES) 11. Mai 
1994 

siehe Anspruch 1 

WO 93 20083 A (BOEHRINGER MANNHEIM) 

14.0ktober 1993 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe Anspruch 1 

OE 42 10 759 A (BOEHRINGER MANNHEIM) 
7.0ktober 1993 
siehe Anspruch 1 

US 5 112 960 A (BRONSTEIN) 12. Mai 1992 
siehe Anspruch 1 

"/-- 



Betr, An^inich Nr. 



1-13 



1-13 



1-13 



1-13 



Weiicrr VcrofTenUichungcn and dcr Fortsettung von Feld C zu 
cnlnehmen 



0 



Siehe Anhang PatentfamiUe 



• Besondere Kategoricn von angegcbenai VerofTentbchungcn 

'A* Veroffentlichung, die den aUgemeinen Stand dcr Tcchnik dcftniert, 
aber nicht als besondert be<>eutsam anzusehen isi 

'E' alicia Dokumenl, das jcdoch erst am oder nach dan intemationalcn 
Anmeldcdatum verofrcntlicht worden irt 

'L' Verofrentlichung, die gceigjiel i$U einen Priorititsanspnich zweifelhaft er- 
schcanen zu lassen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
andcrcn im Recherchenbericht genannten Veroficndichung bclegt werden 
soil Oder die aus einem andcrcn besondcrcn Gnuid angegeben ist <wie 
ausgefuhrt) 

'O' VcrofTcnllichung, die sich auf cine mundlichc OfTenbaning. 

cine Benutzung, cine Ausstdlung oder anderc MaCnahmen bezieht 
'P' Veroffentlichung. die vor dem intcmationalen Anmddcdatum, aber nach 
dem bcanspnichten Priori lattdatum veroffentltcht worden ist 



T' Spatere Veroffentlichung, die nach dem iniemaQonalen Anmddedatxim 
Oder dem Pnontitsdalum veroffcndichl worden ist und nut dcr 
Anmeldung nichl kollidicrt, sondem nur zumVcrstandnii des der 
Erfindung zugnindeliegenden Prinzips oder der thr zugrunddiegenden 
Theorie angegeben ist , 

•X' Veroffentlichung von besondercr Bedcutung; die beanspnichu Erfindung 
kann allein aufmind dieser VcrofTcndichung nichl alJ neu oder auf 
crfinderischcr Titigkct bemhend betrachiet werden 

'Y' Veroffentlichung von besonderer Bedcutung; die beanspnichte Erfindung 
kann mcht als auf erfmdenschcr Tatigkat beruhcnd betrachtet 
w«rden» wcnn die Veroffentlichung mil einer oder mehreren andcrcn 
Verbffendichungen dieser (Caiegone in Verbtndung gchracht wird und 
dicse Verbindung fur einen Facnmann ciahetiegend tst 

*A' Veroffentlichung die Mttglied derselben Patenifamilie ist 
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Ahscndedatum des mtemaaonalen Rcchcrchenbenchts 
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Tel. (^31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (-^ 31-70) 340-3016 
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C^Fortstttung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



iCatcgone* Bezeichnung der Veroffentlichung, sowat crforderbch unter Angabc der m Betracht kommenden Tdle 



Bctr. Anspnich Nr. 



EP 0 473 984 A (THE BOARD OF GOVERNORS OF 
WAYNE STATE UNIVERSITY) ll.Marz 1992 
siehe Anspruch 1 

EP 0 379 716 A (THE BOARD OF GOVERNORS OF 
WAYNE STATE UNIVERSITY) I.August 1990 
siehe Anspruch 1 

WO 90 07511 A (THE BOARD OF GOVERNORS OF 
WAYNE STATE UNIVERSITY) 12. Jul i 1990 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe Anspruch I 

EP 0 352 713 A (THE BOARD OF GOVERNORS OF 
WAYNE STATE UNIVERSITY) 31.Januar 1990 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe Anspruch 1 

EP 0 254 G51 A (THE BOARD OF GOVERNORS OF 
WAYNE STATE UNIVERSITY) 27.Januar 1988 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe Anspruch 1 
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1-13 



1-13 



1-13 



1-13 
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lernuionales Akienzeichen 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



PCT/EP 96/04506 



Fcid I Bcmcrkungen zu den Anspriichen, die sich aJs nicht rccherchicrbar erwicscn habcn (Fortsctzung von Punkt I aiif Blatt I) 



G«maa Ariikel n(2)a) wurdc aus folgenden Grunden fur besiimmle Anjpruche kein Rechcrchcnbericht erxielli: 



weil sic sich auf Tcilc der inicmaiionalen Anmeldung bczichen, die den vorgcschriebenen Anfordcrungen so wcnig entsprcchen, 
daB cine sinn voile iniernaiionale Recherche nichi durchgefuhri werden kann, namlich 



weil es sich dabei um abhangige Anspriichc handell, die nichi cnuprcchend Satz 2 und 3 der Reget 6.4 a) abgefaHi sind. 



Feld 11 Bcmcrkungen bci mangcloder Etnheitlichkcit der Erfindung (Fortsctzung von Punkt 2 auf Blatt I) 



Die inter naiionalc Recherchcnbehbrde hal fesigestcUt, daiS diese intemationalc Anmeldung cnehrcrc Erfindungcn enihait: 

Paten tan spruche : 1-13 Verbindungen la 
Patentansprtiche : 1-13 Verbindungen lb 



1 . I X I Da der Anmelder aile crforderlichen zusiiulichen Recherche ngebuhr en rechizciiig enu-ichtet hat, ersireckt sich diescr 
internaiionale Recherchenberichi auf allc recherchierbaren Anspriiche der inicmaiionalen Anmeldung. 



I I Da fiir alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhri werden konnie. der eine 

zusaiziiche Recherchengebiihr gerechiferugt haite, hat die Iniernaiionale Recherchenbehorde nichi zur Zahlung einer soichen 

Gebiihr aufgeforderL 



3. [ Da der Anmelder nur einige der er for der lichen zusatztichen Recherche ngebtihren rechtzeilig enirtchtet hal, ersireckt sich dieser 

internaiionale Recherchenberichi nur auf die Anspruche der inter naiionalen Anmeldung, fur die Gebuhren enuichut worden 

sind« namlich auf die Anspruche Nr. 



4. Der Anmelder hat die crforderlichen zusaizlichen Rechcrchengebuhren nicht rcchtzeitig cnU-ichtcL Der internaiionale Recher- 

chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchcn zuerst crwahnie Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 

fafic 



Bcmcrkungen hinactitlidi cincs Widcrspruchs I I Die zusatzlichen Gebiihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahiL 




weil Sic sich auf Gegensiande beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpfTichtet ist, namlich 







Die Zahlung zusatzlicher Gebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblait PCT;ISA;210 (Fortsctzung von Blait I l!)MJuli 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Ang&ben ru VerofrenUichungen, die zur sdben Paicntfaimlie jehoren 


bitemaaoitalcs Aktcnzcichcn 

PCT/EP 96/04506 


Im Rccherchenberichi 
angefuhrtes Patenidokument 


Datum der 
Veroffentitchung 


MitgEed(er) der 
Patentfamilie 


Datum der 
Veroffcnilichung 



wo 9410258 A 11-05-94 US 5683868 A 18-02-97 



AU 5451194 A 24-05-94 

EP 0666891 A 15-08-95 

JP 8502968 T 02-04-96 

US 5607625 A 04-03-97 



WO 9320083 


A 


14-10-93 


DE 


4210759 A 


07-10-93 








EP 


0591489 A 


13-04-94 








JP 


6102669 B 


14-12-94 








JP 


6503844 T 


28-04-94 








US 


5455357 A 


03-10-95 


OE 4210759 


A 


07-10-93 


WO 


9320083 A 


14-10-93 








EP 


0591489 A 


13-04-94 








JP 


6102669 B 


14-12-94 








JP 


6503844 T 


28-04-94 








US 


5455357 A 


03-10-95 



US 5112960 A 



12-05-92 



AU 


656927 


B 


23-02-95 


AU 


8871491 


A 


30-03-92 


CA 


2069957 


A 


01-03-92 


EP 


0497972 


A 


12-08-92 


JP 


2552413 


B 


13-11-96 


JP 


5503714 


T 


17-06-93 


OA 


9659 


A 


15-05-93 


US 


5547836 


A 


20-08-96 


US 


5538847 


A 


23-07-96 


WO 


9204341 


A 


19-03-92 


US 


5582980 


A 


10-12-96 


US 


5543295 


A 


06-08-96 


US 


5330900 


A 


19-07-94 


US 


5326882 


A 


05-07-94 


US 


4956477 


A 


11-09-90 


US 


5177241 


A 


05-01-93 



EP 473984 



11-03-92 



AU 
AU 
AU 
CA 
CN 



4153293 A 
640514 B 
8279391 A 
2050076 A 
1059523 A 



30-09-93 
26-08-93 
11-06-92 
08-03-92 
18-03-92 



FonnbliU PCT;l&A.'aiO (Anluaa PiUDUimUi«H't»l» 1992) 



Seite 1 von 3 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroffcntltchungcn, die zur sdboi PatenUamilie gehoren 



IntcnuDonalcs Aktenzachcn 

PCT/EP 96/04506 



Im Rcchcrcbenbericht 

dJlgvZunrics r AicnmuKurncnL 


Datum der 
Vcroffentlichung 


Mitglicd(er) der 
Patentfamilie 


1 Datum dcr 
1 VeroffenUichung 


EP 473984 A 




JP 


2572171 B 


16-01-97 




JP 


7118260 A 








KR 


9409534 B 




EP 379716 A 


01-08-90 


AT 


135353 T 






CA 


2006222 A 








Ot 




iO UH-^D 






DE 


68925963 T 


C*r lu 






JP 


3505739 T 


12-12-91 






WO 


9007511 A 


12-07-90 






US 


5438146 A 


UX UO- J J 






US 


5068339 A 


OC 11 O 1 






US 


4983779 A 




WO 9007511 A 


12-07-90 


AT 


135353 T 






CA 


2006222 A 








DE 68925963 D 


1ft nd 






DE 


68925963 T 


OA in QA 






EP 


0379716 A 


01-08-90 






JP 


3505739 T 


12-12-91 






US 


5438146 A 


m Oft 






US 


5068339 A 








US 


4983779 A 


AO Al 01 


EP 352713 A 


31-01-90 


US 


5004565 A 


no r\A Q1 




AU 


603736 B 


99 1 1 on 






AU 


3664589 A 


ni no Oft 






CN 


1040980 A 


CiA n/l QCi 






CN 


1088956 A 


nc n7 Q>1 

uo-u/ -yn 






DE 


68909345 D 








DE 


58909345 T 


1 "5 ni n/i 
13-01-94 






EP 


0510721 A 


oo 1 n oo 






EP 


0518387 A 


1 C 19 Q9 






ES 


2013226 T 


1 C 11 QA 

lo-ii-y^ 






JP 


6070797 A 


15-03-94 






JP 


7121237 B 


25-12-95 






JP 


2069590 A 


08-03-90 






JP 


7091536 B 


04-10-95 






US 


4959182 A 


25-09-90 





FonnbUn PCTflSKW (Afthwit PitenifamUieKJoIi IW2J 



Seite 2 von 3 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Ang&ben zu VcroffenUichungen, die zur selbci Patoitfamilie gchoren 



IntemAuonAlcs Aktenzachcn 

PCT/EP 96/04506 



Im Rcchcrchcnbcricht 


Datum der 


MitgU€d(cr) der 




Datum dcr 


angefuhrtes PacenKlolcument 


VeroffenUichung 




Patenifamilie 




VeroffenUichung 


EP 254G51 A 


27-01-88 


AT 


110722 


T 


15-09-94 




AT 


145901 


T 


15-12-96 




OE 


3750448 


D 


06-10-94 




OE 


3750448 


T 


15-12-94 




DE 


3751973 


D 


16-01-97 




EP 


0595369 
\j -J J >j -J \j J 


A 


04-05-94 




ES 


2001741 


T 


01-01-95 




ES 


2094991 


T 


01-02-97 




JP 


63093777 


A 


25-04-88 




JP 


8134051 


A 


28-05-96 




JP 


9040665 


A 


10-02-97 




US 


5438146 


A 


01-08-95 






5004565 


A 


02-04-91 




us 


4857652 


A 


15-08-89 




us 


4962192 


A 


09-10-90 




us 


4959182 


A 


25-09-90 




us 


5G68339 


A 


26-11-91 




us 


5013827 


A 


07-05-91 




us 


4983779 


A 


08-01-91 




us 


5386017 


A 


31-01-95 



Formbliu PCT/ISA/2tO (Anhang Pitcntfamilia)(JuU 1993) 



Seite 3 von 3 



